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AI Srebrovi nanodelci (Ag ND) se najpogosteje od vseh nanodelcev uporabljajo za 
izdelavo potrošniških produktov, s katerimi nato zaidejo v okolje. Glavni ponor za Ag ND 
je odpadno blato čistilnih naprav, s katerim se Ag ND lahko prenesejo v kopenske 
ekosisteme, predvsem z blatom gnojena kmetijska zemljišča. Na podlagi neznatnega števila 
raziskav na temo vpliva Ag ND na posamezne organizme na standardnih zemljah ni mogoče 
sklepati o stopnji bioakumulacije na zemljah, ki so prisotne v okolju. V magistrskem delu 
smo biokinetiko različnih oblik srebra (Ag ionov, Ag ND in Ag2S) analizirali s 
preučevanjem v zemlji živečih kopenskih rakov enakonožcev P. scaber na štirih testnih 
zemljah z različnimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi. Naši rezultati podpirajo ugotovitve 
drugih raziskav, ki pravijo, da organizmi Ag med izpostavitvijo Ag ND bioakumulirajo 
zaradi privzema raztopljenih Ag ionov. Minimalno bioakumulacijo Ag smo opazili v 
primeru sulfidiranih Ag ND, ki so manj biološko dostopni od Ag ND. Tak rezultat je iz 
okoljevarstvenega vidika pozitiven, saj se med  staranjem večina Ag ND v zemlji preobrazi 
v sulfidirane Ag ND. Med fizikalno-kemijskimi lastnostmi zemelj na bioakumulacijo Ag 
najpomembneje vplivata pH in delež organske snovi, čeprav vpliv ostalih lastnosti ni 
zanemarljiv. Da bi popolnoma osvetlili vlogo lastnosti zemlje na biološko dostopnost Ag, bi 
morali teste opraviti v večjem obsegu in z več različnimi tipi zemlje. 
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AB Silver nanoparticles (AgNPs) are the most used NP in consumer products and mainly 
end up in water environment. Within the wastewater-treatment, sewage sludge represents a 
major sink for AgNPs. This sludge is then used worldwide as a fertilizer in agriculture. 
Existing studies were performed on standard soils and selected organisms, which means 
there is not enough data to conclude whether silver in the environmental soils is available to 
higher trophic levels. In this study we used four soils with different physical and chemical 
characteristics to analyze biokinetics of different silver species (Ag ions, AgNPs, Ag2S) in 
terrestrial isopod P. scaber. Our results support the findings of other studies, affirming that 
during the exposure to AgNPs the Ag is bioaccumulated because of the uptake of dissolved 
Ag ions. In the case of Ag2S negligible amount of  bioaccumulation was observed, since this 
form is considerably less bioavailable compared to AgNPs. This is a positive finding from 
the nature conservation perspective, as AgNPs are expected to efficiently convert to 
sparingly soluble Ag2S during the ageing process. Our results show that soil pH and organic 
matter content are the soil characteristics with the strongest influence on Ag bioavailability 
of all the tested soil characteristics. However, more experiments using several different soil 
types are needed to completely understand the impact of soil properties on Ag 
bioavailability.  
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AAS  atomska absorpcijska spektrometrija 
Ag  srebro 
Ag+  srebrovi ioni 
Ag ND nanodelci srebra 
Ag2S  sulfidirani srebrovi nanodelci 
AgNO3 srebrov nitrat 
dH2O  destilirana voda 
HCl  klorovodikova kislina  
HNO3  dušikova (V) kislina 
H2SO4  žveplova (VI) kislina 
ipd.  in podobno 
maks.   maksimalno 
ND  nanodelci 
min.   minimalno 
npr.  na primer 
oz.   oziroma 
sod.  sodelavci 
tj.   to je 
WHC  zadrževalna kapaciteta vode (Water Holding Capacity)
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Nanomateriali so definirani kot naravni, naključni ali proizvedeni materiali. Obstajajo v 
nepovezani obliki, kot agregati ali kot aglomerati, pri katerih številčna porazdelitev znaša 
več kot 50 % delcev z eno ali več zunanjimi dimenzijami v obsegu 1–100 nm (Commission 
recommendation (EC) No. 696/2011). V znanstveni literaturi so sintetični nanodelci (ND) 
definirani kot delci z vsaj eno dimenzijo med 1 in 100 nm. Zaradi edinstvenih fizikalno-
kemijskih lastnosti nanomaterialov se njihova uporaba v industriji povečuje. Srebrovi 
nanodelci (Ag ND) se med vsemi delci najpogosteje uporabljajo za izdelavo potrošniških 
izdelkov (Bondarenko in sod., 2013). Glede na ameriško spletno stran PEN (The project of 
emerging nanotechnologies) (www.nanotechproject.org) se na trgu trenutno nahaja 443 
izdelkov s srebrovimi nanomateriali. Piccinno in sod. (2012) so svetovno letno proizvodnjo 
nanosrebra ocenili na 55 ton. Zaradi povečevanja vnosa Ag ND v okolje in že znanih 
negativnih učinkov srebra na organizme je treba raziskati usodo delcev v okolju. Pod tem 
razumemo njihove kemijske pretvorbe (transformacije) v zemlji, privzem ter asimilacijo v 
organizme, biomagnifikacijo ipd. 
1. 1 PROBLEM IN CILJ MAGISTRSKE NALOGE 
 
Obnašanje Ag ND v okolju je odvisno predvsem od lastnosti delcev (velikosti, topnosti v 
vodi, stabilnosti v koloidih, reaktivnosti ipd.) in od lastnosti okolja, v katerem so prisotni. 
Veliko študij o obnašanju Ag ND v okolju je vezanih na vodno okolje, o dogajanju v zemlji 
pa je zbranih le malo informacij. V okolju, kot je zemlja, je kemijska oblika srebrovih 
nanodelcev in srebrovih ionov odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti zemlje, npr. pH, 
vsebnost anorganskih ter organskih snovi ipd. V zemlji živeči kopenski raki enakonožci 
imajo pomembno vlogo v kopenskem ekosistemu (npr. dekompozicija in ponovna uporaba 
nutrientov). Preučevanje akumulacije Ag ND v teh organizmih je ključnega pomena za 
razumevanje potencialne dostopnosti Ag za višje trofične nivoje. Dosedanje študije 
privzema in akumulacije srebrovih nanodelcev ter srebrovih ionov so bile opravljene 
predvsem na referenčni zemlji Lufa 2.2. Podatkov o tem, kako na biološko usodo teh 
materialov vplivajo različni tipi zemlje iz okolja, pa je malo. 
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Cilj naloge je bil preučiti, ali je privzemanje srebra v kopenske rake enakonožce odvisno od 
tipa zemlje, v kateri se nahajajo. Raziskati smo želeli tudi, kako na privzemanje v 
enakonožce vplivajo različne zvrsti srebra, in sicer dva tipa srebrovih nanodelcev, sulfidirani 
srebrovi nanodelci in srebrova sol. 
1. 2 HIPOTEZE 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
H1: Privzemanje Ag v kopenskih enakonožcih bo odvisno od zvrsti Ag (tj. sol, Ag ND in 
sulfidirani Ag ND). 
H2: Privzemanje Ag v kopenskih enakonožcih se bo razlikovalo na zemljah z različnimi 
fizikalno-kemijskimi lastnostmi. 
H3: Koncentracija Ag v telesu enakonožcev se bo povečevala sorazmerno s časom, 
preživetim na zemlji, kontaminirani z AgNO3 in obema tipoma Ag ND. 
H4: Koncentracija Ag v telesu enakonožcev bo na zemlji brez kemikalij in na zemlji 
kontaminirani s sulfidiranimi srebrovimi nanodelci (Ag2S) med celotnim poskusom ostala 
enaka. 
H5: Koncentracija Ag v telesu enakonožcev se po premiku enakonožcev z tretirane zemlje 
s kemikalijami na zemljo brez kemikalij ne bo spremenila. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2. 1 SREBROVI NANODELCI 
 
Materiali nanometrske velikosti imajo zaradi povečane relativne površine, ki povzroča večjo 
reaktivnost, drugačne lastnosti od običajnih, večjih ekvivalentov (mikrometrske velikosti) 
(Nel in sod., 2006). V večjih materialih atomi na površini zavzemajo samo nekaj odstotkov 
vseh atomov, v ND pa večina atomov leži v bližini površine ali na njej (Casals in sod., 2012). 
V potrošniških izdelkih ND dodajajo večjim materialom, da ojačajo lastnosti materialov, ali 
jih nanašajo na površino izdelka, kar poveča odpornost na praske, vodoodbojnost, odsevnost 
in svetlobno aktivnost (Bondarenko in sod., 2013). Zaradi antimikrobnih učinkov se Ag ND 
dodajajo v mnoge potrošniške produkte, kot so kozmetika, oblačila, čevlji, detergenti, 
prehranska dopolnila, embalaža (Duran in sod., 2007), vodni filtri, telefoni, prenosniki, 
igrače (Bondarenko in sod., 2013), medicinske naprave in pripomočki (Hendren in sod., 
2011) ter izdelki za osebno higieno (Vance in sod., 2015). Srebro je najboljši prevodnik med 
kovinami (Ren in sod., 2005). Poleg tega imajo Ag ND zaželjene kemijske in fizikalne 
lastnosti, kot so biokompatibilnost ter edinstvene elektronske in katalitične lastnosti, na 
podlagi katerih je bil razvit Ag ND (bio)zaznavni sistem. Ta omogoča pospeševanje 
elektronskega transferja med biomolekulami (npr. proteini) in površino elektrode (Lian in 
sod., 2013). 
2. 2 KAKO PRIDEJO V OKOLJE 
 
Ag ND iz potrošniških izdelkov v vodno okolje zaidejo s komunalnimi odplakami (slika 1) 
(Benn in sod., 2010; Kim in sod. 2010), v kopenske ekosisteme z odpadnim blatom (Kaegi 
in sod., 2011) in v ozračje s sežiganjem odpadkov (Gottschalk in Nowack, 2011). 
Komunalne odplake z Ag ND končajo v čistilnih napravah, kjer je s tretiranjem odpadnih 
voda odstranjenih med 92 in 99 % Ag (Shafer in sod., 1998). V čistilni napravi odpadno 
blato predstavlja velik ponor Ag ND (Kaegi in sod., 2011; Schlich in sod., 2013) in navadno 
vsebuje nizke koncentracije Ag (1,31–4,44 mg/kg (Evropa), 1,29–5,86 mg/kg (ZDA)). 
Vendar so nekatere študije pokazale zelo visoke koncentracije, na primer 850 mg/kg vseh 
suspendiranih delcev (Gottschalk in sod., 2009). Odpadno blato se po vsem svetu uporablja 
kot gnojilo na kmetijskih zemljiščih. V nekaterih državah, tudi v Sloveniji, je uporaba 
4 
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prepovedana (Fytili in Zabaniotou, 2008; Durenkamp in sod., 2016; Colman in sod., 2013; 
Pritchard in sod., 2010). Odpadno blato predstavlja glavni potencial za prenos Ag ND v 
kopensko okolje, kar se odraža tudi v povečani koncentraciji Ag v kmetijski zemlji (Kampe 
in sod., 2018). 
 
Slika 1: Ag ND iz potrošniških izdelkov zaidejo v vodno okolje s komunalnimi odplakami (Kaegi in sod., 
2011: 3902). 
 
2. 3 USODA SREBROVIH NANODELCEV V OKOLJU (TRANSFORMACIJE) 
 
Usoda, obnašanje in biološka dostopnost Ag ND so odvisni od lastnosti ND, lastnosti okolja, 
in interakcij med ND in okoljem. Transformacije delcev zaznamujejo njihove fizikalne 
(velikost in oblika) in kemijske lastnosti (kisel ali bazičen značaj površine, topnost v vodi) 
ter prevleka površine. Te določajo tudi stopnjo procesov, kot so aglomeracija, agregacija, 
sorpcija na površino in raztapljanje kovinskih ionov (Garner in Keller, 2014). 
Zemlja je zaradi svoje heterogene sestave relativno zapleteno okolje za preučevanje 
fizikalno-kemijskega vedenja ND. ND lahko interagirajo s trdno fazo zemlje (matriksom) 
ali s koloidi in delci zemlje v vodni fazi (Tourinho in sod., 2012). Na proces agregacije 
pomembno vplivata velikost in koncentracija ND. Pri večjih velikostih in večji koncentraciji 
se poveča tudi agregacija (Phenrat in sod., 2006). Kemijske lastnosti medija (pH in 
koncentracija vezavnih skupin) vplivajo na elektrostatski površinski naboj ND in s tem na 
stopnjo agregacije, aglomeracije in stabilnosti ND. Sestavine zemlje, kot so delci gline in 
huminske snovi, imajo površinski naboj, ki vpliva na povezave ND s trdno fazo zemlje 
(Tourinho in sod., 2012). Huminske snovi imajo negativen naboj pri pH-ju, ki je značilen za 
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okolje, kar povzroči sorpcijo in zmanjša mobilnost ND. Če imajo ND in površina zemlje 
enak naboj, do sorpcije ne bo prišlo, saj bo odboj povzročil premikanje delcev (Darlington 
in sod., 2009). 
Transport ND v največji meri določajo dejavniki, ki vplivajo na njihovo stabilnost. Na 
zadrževanje ND v zemlji pomembno vplivajo tudi dejavniki, kot so velikost por v mediju, 
ionska moč in hitrost toka raztopine v zemlji (Ben-Moshe in sod., 2010). Gravitacija, 
Brownovo gibanje in velikost ter porazdelitev por v mediju nadzorujejo procesa 
sedimentacije in difuzije (Dunphy Guzman in sod., 2006). Kadar ND tvorijo agregate in 
aglomerate, se njihovo gravitacijsko polje zaradi večje mase poveča, kar privede do večje 
verjetnosti za interakcijo s površino delcev zemlje (Dunphy Guzman in sod., 2006).  
Zadrževalni mehanizem s porami povzroči nastanek agregatov različnih velikosti, ki v večji 
meri sovpadajo z velikostjo in porazdelitvijo por v mediju. Ionska moč raztopine zemlje prav 
tako vpliva na proces sorpcije med ND in zemljo. Teorija Derjaguin, Landau, Verwey in 
Overbeek (Fang in sod., 2009) pravi, da povečana ionska moč zmanjša odbojnost med delci 
in površino zemlje, kar povzroči povečanje sedimentacije in sorpcije (Tourinho in sod., 
2012). 
2. 4 STARANI SREBROVI NANODELCI (Ag2S) 
 
Transformacije ND v okolju vplivajo na njihove fizikalno-kemijske lastnosti in s tem na 
njihovo usodo in toksičnost. Pomembni procesi transformacije so oksidacija, sulfidacija in 
reakcije s fosforjem. Oksidacija in sulfidacija povzročita nastanek plašča okrog 
nanomaterialov, kar ovira sproščanje kovinskih ionov iz notranjega jedra nanomateriala 
(Garner in Keller, 2014). Taki manj reaktivni ND, ki se slabše raztapljajo, se imenujejo 
starani nanodelci. 
Sulfidacija je transformacija kovinskih ND, pri kateri se kovinski ioni zamenjajo s sulfidom. 
Popolna preobrazba Ag v Ag2S poteka v odplakah v čistilnih napravah, kjer se Ag2S tvori v 
reducirajočem okolju, bogatem z žveplom (Kim in sod., 2010). Pri normalnih koncentracijah 
v oksičnih vodah je lahko stopnja sulfidacije zelo nizka. Koncentracija sulfidov vpliva na 
stopnjo in obseg sulfidacije. V sistemih z nizkim razmerjem S/Ag (S/Ag = 0.2) se po 24 urah 
več kot 15 % Ag nahaja v obliki Ag2S (Levard in sod., 2012). Taka transformacija vpliva na 
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površinski naboj in stopnjo raztapljanja ND, kar lahko vpliva na njihovo reaktivnost, 
transport in toksičnost (Levard in sod., 2012). Prisotnost sulfidov lahko povzroči nenadno 
agregacijo in sedimentacijo (Ma in sod., 2013) ter omeji mobilnost Ag ND v vodnih 
sistemih. V nasprotju z Ag+ ioni je dobro kristaliziran Ag2S slabo topen, zato domnevamo, 
da transformacija Ag ND v Ag2S v čistilnih napravah omejuje biološko dostopnost in s tem 
toksičnost Ag ND (Kampe in sod., 2018). 
Nekatere nedavne raziskave so sicer pokazale, da so Ag2S nanodelci do neke mere biološko 
dostopni in imajo lahko kvarne učinke na različne organizme (Kraas in sod., 2017; 
Stegemeier in sod., 2015; Starnes in sod., 2016; Wang in sod., 2015). Pradas del Real in 
sodelavci (2016) na primer poročajo o nastanku majhne frakcije amorfnega Ag2S med 
sulfidacijo Ag ND v odpadnem blatu. Amorfna faza Ag2S se raztaplja boje od dobro 
kristaliziranega Ag2S, kar morda lahko pojasni biološko dostopnost Ag iz sulfidiranih 
Ag ND v nekaterih študijah (Kampe in sod., 2018). 
2. 5 KOPENSKI RAK ENAKONOŽEC P. scaber KOT MODELNI ORGANIZEM 
 
Kopenski enakonožci vrste navadni prašiček Porcellio scaber spadajo v podred Oniscidea 
(red Isopoda) poddebla Crustacea (Hornung in sod., 1998). So edini uspešni kolonizatorji 
kopenskih habitatov med raki (Hornung in sod.,1998). Razširjeni so po vsem svetu (Hopkin 
in sod., 1993). Naseljujejo zgornje plasti zemlje in površino listne stelje v različnih naravnih 
in urbanih habitatih. Glede na njihovo velikost jih uvrščamo med mezo- in makrofavno 
(Drobne, 1997). Igrajo pomembno vlogo pri razgradnji listnega opada (dekompoziciji) in 
fragmentaciji odmrlega rastlinskega materiala (Mršić in sod., 1997). S svojimi 
prehranjevalnimi navadami sodelujejo pri kroženju nutrientov in opravljanje ekosistemskih 
storitev v zemlji (van Gestel, 2018). Spremembe stopnje prehranjevanja enakonožcev 
vplivajo na proces dekompozicije in posledično na pretok snovi in energije v ekosistemu 
(Drobne, 1997). 
Kopenski enakonožci so med najbolj pogosto uporabljenimi kopenskimi nevretenčarji za 
preučevanje vplivov kemikalij na organizme. So pomemben ekotoksikološki modelni 
organizem za poskuse v laboratoriju, pri terenskem monitoringu in v bioindikacijskih 
raziskavah (van Gestel in sod., 2018). P. scaber ima številne zaželjene lastnosti, zaradi 
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katerih lahko postane vodilni organizem za izvajanje kopenskega biomonitoringa, še posebej 
na področju kontaminacije s kovinami (Zidar in sod., 2005). Organizme, ki akumulirajo 
biološko dostopne kovine, lahko uporabimo kot biološke sisteme za vrednotenje biološko 
dostopne frakcije kovin v substancah, dodanih hrani (Udovič in sod., 2009), in stopnje 
raztapljanja ionov iz nanodelcev (Pipan-Tkalec in sod., 2011). 
Kopenski enakonožci se v poskusih uporabljajo že več kot 30 let (Drobne, 1997; van Gestel 
in sod., 2018), vendar žal še noben test ni dosegel nivoja standardizacije (van Gestel in sod., 
2018). Problem je v variabilnosti rezultatov, ki je posledica kompleksnega življenjskega in 
razmnoževalnega cikla. Standardizacijo testov otežujejo težave z določanjem starosti 
osebkov in faz levitvenega obdobja ter sposobnost samic, da shranijo spermo. V prid uporabi 
P. scaber kot modelnega organizma pa so Hornung in sodelavci (1998) navedli naslednje 
razloge: ustrezna velikost telesa, razširjenost po vsej Evropi, široka strpnostna krivulja in 
razmnoževanje z več generacijami v enem letu. 
2. 6 BIOAKUMULACIJA KOVIN V KOPENSKIH RAKIH ENAKONOŽCIH 
 
Bioakumulacija kovin je zapleten dinamičen proces (Peijnenburg in sod., 1999), ki vključuje 
privzem, notranjo porazdelitev, shranjevanje in izločanje kovin (Rainbow in sod., 2002). 
Raziskovanje bioakumulacije kovin nudi vpogled v njihovo biodostopnost (Kampe in sod., 
2018). Na proces bioakumulacija vplivajo fizikalno-kemijske lastnosti kovine, medij 
izpostavitve, fiziologija organizma in čas (Depledge and Rainbow, 1990). Na dostopnost 
kovin poleg prej omenjenih dejavnikov vplivajo tudi ligandi, prisotni v raztopini zemlje, zato 
so najboljša mera biološke dostopnosti koncentracije, izmerjene v telesu živali (van Gestel, 
1997). Pri merjenju bioakumulacije v zemlji je pomembno slediti spremembam 
koncentracije kovin v organizmu sorazmerno s časom (van Straalen, 1996). 
Kemikalije so neenakomerno razporejene v različnih fazah zemlje: v trdni fazi, zraku in vodi, 
ki se nahaja v porah. Enakonožci, ki živijo na površini in zakopani v zemljo, so lahko 
izpostavljeni vsem trem fazam (van Gestel in sod., 2018). Največji vir privzema kemikalij 
pri P. scaber predstavljata predvsem onesnažena zemlja in hrana, saj je pri kopenskih 
enakonožcih najpomembnejša pot privzema kovin prebavni trakt (Vijver in sod., 
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2005).Vijver in sodelavci (2005) so prišli do zaključka, da je privzem snovi skozi površino 
pri enakonožcih zanemarljiv. 
Organizmi se lahko številnim negativnim učinkom kovin izognejo z različnimi mehanizmi, 
kot so izogibanje kontaminirani hrani, shranjevanje kovin v inertni obliki ali izločanje 
presežka (Ardestani in sod., 2014). Vedenje ima lahko pomembno vlogo pri določanju 
stopnje stika živali z zemljo in lahko vpliva na izpostavljenost. Živali so mobilne in njihovi 
prostori za počivanje niso nujno enaki območjem prehranjevanja. Enakonožci razlikujejo 
med viri prehrane, kot so različne rastlinske vrste, nekatere organske kemikalije (Žižek in 
Zidar, 2013) in kovine (Zidar in sod. 2005). Zaradi uspešnega razstrupljevalnega mehanizma 
lahko enakonožci višek zaužitih kovin ali kovinskih ionov kopičijo v kovinskih granulah 
S-celic prebavne žleze, kar jim omogoča uspešno soočanje z visoko vsebnostjo kovin v 
okolju (Hames in Hopkin, 1989). 
2. 6. 1 Asimilacija kovin v prebavni žlezi (hepatopankreasu) 
 
Prebavni sistem kopenskega enakonožca Porcellio scaber je sestavljen iz želodca, prebavne 
žleze (hepatopankreas) in črevesja (slika 2). Hrana vstopi v prebavno žlezo neposredno skozi 
kratek želodec ali po refluksu iz črevesja. V hepatopankreasu se zaužit material meša s 
prebavnimi sokovi (Zimmer in Topp, 1997). Prebavni aparat enakonožcev predstavlja 
kompleksno biološko okolje s pripadajočimi pogoji, ki vplivajo na raztapljanje kovinskih 
ionov iz ND. Na disolucijo vpliva predvsem nizek pH v črevesju (pH = 5,5–6,0) in v 
prebavni žlezi (pH = 6,1 ± 0,3) (Zimmer in sod., 1997; Zimmer in sod., 2005). Zaužiti delci 
po vstopu v črevo v prebavnem sistemu ostanejo 2–4 ure. Raziskave bioakumulacije so 
privedle do domneve, da se biološko dostopni delež ionov akumulira v prebavni žlezi 
(Udovič in sod., 2009). 
Prebavna žleza enakonožcev je sestavljena iz štirih cevi, ki se slepo končujejo in prosto ležijo 
v telesni votlini (slika 2). Njena glavna naloga je izločanje prebavnih encimov in absorbcija 
hranil (Zimmer, 2002). Hepatopankreas je organ, ki omogoča shranjevanje kovin in lahko 
vsebuje do 90 % kovin, akumuliranih v telesu enakonožca (Hopkin 1990). Pipan-Tkalec in 
sodelavci so dokazali, da se v prebavni žlezi ne akumulirajo celotni Ag ND, ampak le v 
prebavnem traktu raztopljeni Ag+ ioni. 
9 
Lobe K. Vpliv različnih tipov zemlje na asimilacijo srebra v kopenske rake.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2020  
 
 
Slika 2: Levo: dorzalni pogled na izoliran prebavni sistem P. scaber, ki je še vedno pritrjen na glavo živali 
(Romih in sod., 2016: 51). Desno: prečni prerez prebavne žleze P. scaber (Pipan-Tkalec in sod., 2011: 2287). 
Stena prebavne žleze je sestavljena iz enoslojnega epitela, v katerem ločimo velike B-celice 
in manjše S-celice (slika 2). Oba tipa celic se v prečnem prerezu epitela pojavljata izmenično. 
B-celice se pogosto obnavljajo in so odgovorne za sekrecijo (Hopkin and Martin 1982). 
Večinoma vsebujejo glikogen in veliko lipidnih kapljic. Za S-celice sta značilni predvsem 
absorbcija in akumulacija velike količine kovin. V njihovi notranjosti sta prisotna Ca in urat. 
V S-celicah se nahajajo sferične granule, ki vsebujejo Cu, S in Ca. V enakonožcih iz 
onesnaženega okolja t.i. bakrove granule vsebujejo tudi Zn, Cd, Hg, Ag in Pb. Železove 
granule so bile opažene v B-celicah, ki v tkivu živali iz kontaminiranega okolja vsebujejo 
tudi Zn in Pb (Pipan-Tkalec in sod., 2011).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Za namen študije asimilacije srebra v kopenskih enakonožcih smo živali izpostavili 
srebrovim nanodelcem (Ag ND), sulfidiranim srebrovim nanodelcem (Ag2S), in srebrovim 
ionom (AgNO3). Testne kemikalije smo zmešali v zemljo in dodali liste za prehrano živali. 
Uporabili smo referenčno zemljo Lufa 2.2 in tri zemlje pridobljene v projektu NanoFASE. 
V poskusu, ki je trajal 6 tednov, smo živali najprej izpostavili srebru in jih nato po 3 tednih 
prenesli na zemljo brez kemikalij. V obeh obdobjih smo živali vzorčili v enakih časovnih 
intervalih. Po končanem poskusu smo količino srebra v telesu kopenskega enakonožca 
določili z atomsko absorpcijsko spektrometrijo (AAS). 
Poskusi so bili izvedeni na Katedri za zoologijo Oddelka za biologijo na Biotehniški fakulteti 
Univerze v Ljubljani. 
3. 1 KEMIKALIJE 
 
V preglednici 1 so navedene kemikalije, ki so bile uporabljene v poskusu, in njihovi 
proizvajalci. Za razklopni medij v mikrovalovni pečici smo uporabili kislini HCl in HNO3. 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovi proizvajalci. 
Kemikalija Proizvajalec 
HCl, 37 % Carlo Ebra 
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3. 2 NANODELCI IN NJIHOVA ANALIZA 
 
Lastnosti srebrovih delcev, ki smo jih uporabili v poskusih asimilacije, so navedeni v 
preglednici 2. 
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Koncentracijo prostih ionov v suspenzijah ND, s katerimi smo kontaminirali zemljo, smo 
določili s tehniko AAS in ultracentrifugiranjem (Romih in sod., 2016). Z metodo AAS smo 
izmerili celokupno koncentracijo kovine v suspenziji. Korak separacije smo izvedli z 
ultracentrifugiranjem in iz suspenzije izločili neraztopljene ND (usedlina). Supernatant z 
raztopljenimi ioni smo nato ponovno analizirali z metodo AAS. Delež raztopljenih ionov 
smo izračunali iz dobljenih podatkov celokupne koncentracije kovine in podatkov po 
centrifugiranju. 
Za ultracentrifugiranje smo uporabili polialomerne ultracentrifugirke za hitro zapiranje 
(10 ml, bell-top quick-seal tubes, Beckman Coulter, CA, ZDA). Na tehtnici smo v 
ultracentrifugirkah uravnotežili založne raztopine in jim nato zatalili vratove. Postopek 
centrifugacije je trajal 30 min pri 100 000 g in 20°C (Beckman Coulter L8-70M class H 
preparativna ultracentrifuga z rotorjem 70 Ti). Po končanem centrifugiranju smo 
ultracentrifugirke odprli in supernatant s siringo z iglo previdno odstranili, ne da bi 
povzročili disperzijo usedline (peleta). 
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3. 3 ZEMLJE 
 
V poskusu smo uporabili štiri vrste neonesnaženih zemelj, in sicer standardno zemljo 
Lufa 2.2 in tri zemlje iz okolja, ki so bile nabrane v Združenem Kraljestvu v sklopu 
evropskega projekta NanoFASE (North Wales, Dorset in Woburn). Uporabljene zemlje 
imajo različne fizikalne in kemijske lastnosti (preglednica 3), ki so bile določene v okviru 
projekta in niso predmet te naloge. V okviru našega poskusa smo določili le zadrževalno 
kapaciteto vode (WHC) vsake zemlje. 
Preglednica 3: Pregled bistvenih fizikalnih in kemijskih lastnosti zemelj Lufa 2.2, North Wales, Dorset in 
Woburn. Pomen oznak v preglednici: Org. C % – delež organskega ogljika, Pesek % – delež peska, Glina % –






3. 3. 1 Merjenje zadrževalne kapacitete vode v zemlji (WHC) 
 
Pred začetkom poskusa smo izmerili zadrževalno kapaciteto vode (WHC) v zemljah in jo 
primerjali s specifikacijo proizvajalca. Za določanje WHC smo uporabili protokol iz 
magistrskega dela (slika 3) (Kos, 2013). V 10 samostoječih centrifugirk (50 ml, Sigma 
Aldrich) z odrezanim dnom smo na en konec namestili dva filtrirna papirja in ju pritrdili z 
gumijasto elastiko. V vsako centrifugirko smo zatehtali 10 g zemlje. Vzorce smo nato 
postopomo potopili v vodno kopel tako, da je bil nivo vode v vodni kopeli 1 cm nad zemljo. 
Namočene vzorce smo pustili v vodni kopeli 3 ure in jih nato za 2 uri prestavili na omočen 
fin kremenčev pesek, da je nevezana voda odtekla. Med postopkom odtekanja smo vzorce 
pokrili z večjo čašo, da smo preprečili sušenje. Omočeno zemljo iz vsakega vzorca smo nato 
stehtali in jo v pečici pri 105°C sušili do konstantne mase. Za izračun smo uporabili 
povprečne vrednosti vseh desetih vzorcev (Kos, 2013). WHC smo izračunali po enačbi 1 
(slika 3) (ISO, 1996). 
 
Lastnost Lufa 2.2 N. Wales Dorset Woburn 
pH 6,0 5,5 4,2 6,9 
Org. C % 4,2 16,7 8,4 1,8 
Pesek % 67,3 57,7 91,8 75,6 
Melj % 17,4 29,7 4,7 11,8 
Glina % 15,3 12,6 3,5 12,6 
Zadrževalna kapaciteta vode (WHC)  
[g H₂O/100 g suhe prsti] 43,3 80 38 31,9 
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… (Enačba 1) 
 
 
OZ – omočena zemlja 
SZ – suha zemlja 
 
Slika 3: Postopek ugotavljanja WHC. Od leve proti desni: 1. izdelava centrifugirke, 2. centrifugirka napolnjena 
z zemljo, 3. zemlja namočena v vodi 3 ure, 4. odtekanje vode iz zemlje na kremenčevem pesku, 5. tehtanje, 6. 
sušenje, 7. tehtanje (Kos, 2013). 
 
3. 4 POTEK POSKUSA 
 
V okviru poskusa smo izvedli štiri identične eksperimente, pri katerih je bila edina 
spremenljivka vrsta zemlje. Vlažnost zemlje smo uravnali na 40 % WHC. Poskus je potekal 
v kontroliranih pogojih pri temperaturi 20 ± 1°C, v temi in pri konstantni zračni vlažnosti. 
V nadaljevanju bomo zaradi preglednosti opisali metodologijo poskusa z enim tipom zemlje. 
Celoten poskus, ki je trajal 6 tednov, smo razdelili na dva dela (preglednica 4). V prvem 
delu, ki smo ga poimenovali »privzemanje«, smo živali izpostavili petim različnim 
tretmajem:  zemlji brez kemikalij (kontrola), srebrovemu nitratu AgNO₃ (pozitivna 
kontrola), sulfidiranim srebrovim nanodelcem Ag₂S in dvema tipoma srebrovih nanodelcev 
s premerom 50 nm ter 3–8 nm. Vse naštete kemikalije smo hranili v zaprtem hladilniku pri 
4°C. V drugem delu poskusa, imenovanem »eliminacija«, smo živali iz kontaminirane 
zemlje prestavili na zemljo brez dodanih kemikalij. 
Za vsak poskus s posamezno vrsto zemlje smo potrebovali 200 enakonožcev, ki smo jih 
razdelili v 5 skupin glede na vrsto tretmaja. Za vsak tretma smo pripravili 8 lončkov s 5 
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živalmi. Vsak vzorčni dan smo vzorčili en lonček (5 živali oz. kolikor jih je preživelo). V 
fazi »privzemanja« smo vzorčili petkrat in sicer na 0. dan (živali neposredno iz vivarija), 1. 
dan, 7. dan, 14. dan in 21. dan. To je bil tudi zadnji dan »privzemanja« in 0. dan 
»eliminacije«, saj smo 21. dan živali prenesli iz lončkov s kontaminirano zemljo v lončke z 
zemljo brez kemikalij. Naslednji dan smo izvedli 1. vzorčni dan »eliminacije«. Sledili so še 
7., 14. in 21. vzorčni dan faze »eliminacije«. V poskusu z zemljo Dorset smo zaradi boljšega 
pregleda nad privzemanjem namesto na 1. dan eliminacije izjemoma vzorčili na 3. dan 
privzemanja. Vzorčene živali z odstranjenim črevesjem smo skrbno shranili v 
zamrzovalniku in jih kasneje uporabili za meritve celokupne telesne vsebnosti srebra s 
plamensko atomsko absorpcijsko spektrometrijo (AAS). 
Preglednica 4: Pregled vzorčenja na zaporedni dan in števila vzorčenih živali na posamezen tretma zemlje. Na 
0. vzorčni dan smo vzorčili živali iz vivarija. Poskus smo nato razdelili na dve 21 dni trajajoči obdobji. V 
obdobju privzemanja so bile živali izpostavljene 5 različnim tretmajem in vzorčene 1., 7., 14. in 21. dan. V 
obdobju eliminacije smo jih prenesli na zemljo brez kemikalij in jih vzorčili v enakih časovnih intervalih kot 
v obdobju privzemanja. Na vzorčni dan smo vzorčili 5 živali oz. kolikor jih je preživelo v posameznem testnem 
lončku. Pomen oznak v tabeli: C – zemlja brez kemikalij (kontrola), AgNO₃ – tretma z AgNO₃, ND 50 nm – 
tretma z Ag ND s premerom 50 nm, ND 3–8 nm – tretma z Ag ND s premerom 3–8 nm, Ag₂S – tretma z Ag₂S. 
 Zaporedni vzorčni 
dan 
Št. vzorčenih 







 0. dan 5 Laboratorijska kultura  
1. dan 5 C AgNO₃ ND 50 nm ND 3–8 nm Ag2S 
7. dan 5 C AgNO₃ ND 50 nm ND 3–8 nm Ag2S 
14. dan 5 C AgNO₃ ND 50 nm ND 3–8 nm Ag2S 






 1. dan 5 Zemlja brez kemikalij 
7. dan 5 Zemlja brez kemikalij 
14. dan 5 Zemlja brez kemikalij 
21. dan 5 Zemlja brez kemikalij 
 
3. 4. 1 Testni organizmi 
 
Uporabljeni enakonožni raki vrste Porcellio scaber so bili nabrani v okolici Lukovice pri 
Domžalah in gojeni na Katedri za zoologijo Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete 
Univerze v Ljubljani. Živali smo gojili v kontroliranih pogojih pri temperaturi 20 ± 1°C, v 
temi, pri 72-% relativni zračni vlažnosti. Dno steklenega vivarija smo prekrili s približno 15 
cm debelo plastjo s humusom bogate zemlje, na katero smo naložili kose lubja in posušeno 
listje, ki je večinoma pripadalo leski (Corylus avellana). Rake smo dodatno hranili z jabolki, 
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krompirjem in korenjem. Vivarij smo približno enkrat tedensko poškropili z vodovodno 
vodo, da smo ohranili vlažnost. Za poskus smo iz kulture izbrali vitalne odrasle osebke obeh 
spolov v medlevitveni fazi z maso 45 ± 26 mg. Živali smo pregledali pod stereo lupo ter 
izločili samice z marzupijem in okužene osebke. Izbrane enakonožce smo 1 teden 
aklimatizirali v vivariju z zemljo, ki smo jo kasneje uporabili v poskusu. 
3. 4. 2 Priprava zemlje in testnih lončkov z enakonožci 
 
Izračunali smo, kakšen volumen destilirane vode moramo dodati suhi zemlji, da bo njena 
vlažnost znašala 40 % WHC. Nato smo za vsak tretma izračunali volumen srebrove 
suspenzije oziroma raztopine, ki ga moramo dodati suhi zemlji, da bo koncentracija Ag 
znašala 10 mg Ag/1 kg suhe zemlje. Volumen srebrove suspenzije oziroma raztopine smo 
odšteli od izračunanega volumna destilirane vode, potrebne za 40 % WHC. Zemljo smo v 
ventilacijski pečici pri 105°C posušili do konstantne mase. Razporedili smo jo v 5 posod, v 
katerih smo pripravili 5 različnih tretmajev (kontrola, AgNO3, dva tipa Ag ND in Ag₂S). V 
vsako posodo smo z avtomatsko pipeto enakomerno razporedili izračunani volumen 
destilirane vode in srebrove raztopine oziroma suspenzije ter zemljo dobro premešali.  
Za poskus smo uporabili steklene lončke s prostornino 500 ml in preluknjanim pločevinastim 
pokrovčkom (slika 4). Pripravili smo 5 skupin z 8 ponovitvami, kar skupaj nanese 40 testnih 
lončkov. Za vsako od 5 skupin smo v vsak testni lonček zatehtali 30 g zemlje iz ustrezne 
posode in lončke primerno označili. V vsakega smo položili 100 ± 10 mg suhega listja leske 
(Corylus avellana). Izbrali smo listno ploskev brez lukenj in razpadajoče porjavele listne 
površine ter odrezali večje žile, da bi zagotovili enakomerno možnost prehrane živali v vseh 
testnih lončkih. V vsak lonček smo namestili 5 poskusnih živali (skupaj 200). Pred tem smo 
stehtali vse živali (po 5 skupaj) in nato še testni lonček skupaj z živalmi. Poskusne lončke 
na pladnju smo za 6 tednov postavili v temperiran prostor. 
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Slika 4: Poskusni lonček z osebkom vrste P. scaber, listi in zemljo. 
 
3. 4. 3 Sprotno opazovanje poteka poskusa 
 
Poskusne lončke smo hranili v temi, v prostoru s konstantno temperaturo 20 ± 1°C . Vlažnost 
zemlje (40 % WHC) v posameznem poskusnem lončku smo preverjali in ohranjali na 2 dni 
in sicer tako, da smo vsak lonček postavili na tehtnico in po potrebi dodali destilirano vodo. 
Količino dodane destilirane vode smo določili glede na odstopanje mase posameznega 
lončka od mase, ki smo jo zabeležili ob tehanju lončkov na dan priprave poskusa. Vodo smo 
dodajali s kapalko, jo enakomerno razporedili po zemlji in se izognili neposrednemu 
vlaženju listov ali poskusnih živali. Ob pregledovanju vlažnosti smo preverili tudi količino 
listov v posameznem testnem lončku in po potrebi dodali nove, da so imeli enakonožni raki 
hrano na razpolago skozi celoten poskus. Zabeležili smo smrti živali in opažene leve. Telo 
umrlega enakonožca smo odstranili iz testnega lončka, da bi preprečili morebitno okužbo 
drugih testnih živali. 
3. 4. 4 Vzorčenje in sekcija poskusnih organizmov 
 
Med poskusom smo na vsak vzorčni dan stehtali vsako od 5 živali v uporabljenem testnem 
lončku in jih nato secirali. S preparirno pinceto smo enakonožcem najprej odstranili glavo 
in zadek, skozi katerega smo kasneje izvlekli še črevo, ki smo ga zavrgli. Preostanek telesa 
smo shranili v 1,5-ml centrifugirki. Na opisani način smo secirali vse poskusne živali, ki 
smo jih nato shranili v zamrzovalniku pri -20°C za nadaljnji poskus. Hkrati z živalmi smo 
vzorčili tudi zemljo. Zemljo iz vsake skupine smo prenesli v 1,5-ml centrifugirke, ki smo jih 
ovili z aluminijasto folijo in shranili v zamrzovalniku na -20°C. 
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3. 5 RAZKLOP ŽIVALI IN ZEMLJE 
 
Živali, ki smo jih zamrznjene hranili v centrifugirkah, smo 2 dni liofilizirali pri temperaturi 
-30°C in tlaku 0,121 mbar. Po končani liofilizaciji smo jih stehtali in shranili v eksikatorju. 
Za razgradnjo organskih snovi v vzorcu smo izvedli kislinski razklop. Kislinski razklop 
liofiliziranih izopodov smo izvedli z razklopnim medijem v 3-ml kvarčnih insertih. Za 
razklopni medij smo uporabili zlatotopko (aqua regia, zmes 65 % HNO3 in 37 % HCl z 
volumskim razmerjem 1:3). Uporabili smo mikrovalovni sistem za kislinske razklope v 
zaprtih visokotlačnih reaktorjih (StartD, Milestone, Italija) (slika 5). Razklop je potekal na 
maks. temperaturi 200°C, moči 800 W, tlaku 45 bar in je trajal 1 uro in 20 min. Program 
razklopa je bil sestavljen iz treh faz. V prvi fazi se je sistem 20 min segreval na 200°C. V 
drugi fazi je razklop 15 min potekal pri konstantni temperaturi (200°C). Sledila je tretja faza 
z ohlajanjem na 60°C, ki je trajala 45 min. Vzorce smo s pipeto prenesli v epruvete, ki smo 
jih zaprli z zamaškom, oblepili s parafilmom in zložili v stojala. Stojala, prekrita z 
aluminijasto folijo, smo hranili v hladilniku pri 4°C. 
Vsak vzorčni dan smo vzeli vzorce zemlje z vsakim tretmajem. Vzorce smo približno 3 ure 
sušili do konstantne mase v ventilacijski pečici pri 105°C in jih nato zavite v aluminijasto 
folijo shranili v eksikatorju. Zemljo smo homogenizirali v terilnici in v kvarčne inserte 
zatehtali 100 ± 5 mg zemlje. Razklopili smo 3 ponovitve vsakega vzorca. Za razklop zemlje 
smo uporabili enako razklopno mešanico in mikrovalovni sistem kot za razklop živali. 
Razklop je potekal na maks. temperaturi 200°C, moči 800 W, tlaku 45 bar in je trajal 1 uro 
in 25 min. Program razklopa je bil sestavljen iz treh faz. V prvi fazi se je sistem 20 min 
segreval na 200°C. V drugi fazi je razklop 20 min potekal pri konstantni temperaturi 
(200°C). Sledila je tretja faza z ohlajanjem na 60°C, ki je trajala 45 min. Vzorce smo s pipeto 
prenesli v epruvete, ki smo jih zaprli z zamaškom, oblepili s parafilmom in zložili v stojala. 
Stojala, prekrita z aluminijasto folijo, smo hranili v hladilniku pri 4°C. 
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Slika 5: Mikrovalovni sistem za kislinske razklope v zaprtih visokotlačnih reaktorjih (StartD, Milestone, 
Italija). 
 
3. 6 MERJENJE KONCENTRACIJE SREBRA Z METODO ATOMSKE 
ABSORPCIJSKE SPEKTROMETRIJE (AAS) 
 
Analizo vzorcev smo naredili s plamenskim atomskim absorpcijskim spektrometrom 
(Perkin-Elmer AAnalyst100, Massachusetts, ZDA) (slika 6) in programom AAWinLab 3.0 
na Windows NT Workstation 4.0. Za umeritveno krivuljo smo iz založnega srebrovega 
standarda (1000 mg/l, Sigma Aldrich) pripravili raztopine srebrovega standarda v bučkah z 
definiranim volumnom in koncentracijo (preglednica 5). Standarde smo hranili v hladilniku 
pri 4°C in jih dan pred meritvijo prestavili na sobno temperaturo. 










0,5 mg/l 0,1 ml 200 ml 
Dopolnimo 
do oznake na 
bučki 
1 mg/l 0,2 ml 200 ml 
2 mg/l 0,4 ml 200 ml 
4 mg/l 1 ml 250 ml 
 
Vzorce smo z destilirno vodo redčili do koncentracije, pri kateri je še bila mogoča analiza 
znotraj linearnega območja, s čimer smo povečali volumen vzorcev. Podatke o redčitvi smo 
upoštevali pri izračunih. 
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Slika 6: Plamenski atomski absorpcijski spektrometer (Perkin-Elmer AAnalyst100, Massachusetts, ZDA). 
 
Steklovino, ki smo jo uporabljali za analizo kovin, smo najprej namakali v razredčeni 
zlatotopki, nato smo jo sprali z destilirano vodo in nesli v čistilnico. Zatem smo steklovino 
iz čistilnice min. en teden namakali v razredčeni HNO3. Nato smo jo ponovno sprali z 
destilirano vodo in posušili na stojalih na sobni temperaturi.  
3. 7 ANALIZA PODATKOV 
 
Podatke smo uredili v programu Excel 2013 (Microsoft Office Professional Plus 2013) in 
jih analizirali s testom Kruskal-Wallis v programu OriginPro 2018. Za izris grafov smo 
uporabili odprtokodni program R 3.5.3.  
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4. 1 VSEBNOST SREBRA V ZEMLJI 
 
Koncentracijo Ag v štirih testnih zemljah smo določili s tehniko AAS. Povprečne 
koncentracije s pripadajočimi standardnimi napakami, izmerjenimi pred začetkom poskusa, 
so prikazane v preglednici 6. Koncentracije Ag v zemlji smo izmerili tudi na vsak vzorčni 
dan privzemanja (Priloga A). 
Izmerjene koncentracije Ag (preglednica 6) se v nobeni testni zemlji ne razlikujejo bistveno 
od nominalne koncentracije (10 μg Ag/1 g suhe zemlje). Na odstopanje koncentracij vplivajo 
napake pri pripravi ustreznih redčitev izhodne suspenzije ter neenakomerna porazdelitev 
raztopin ali suspenzij kemikalij v zemlji, saj jih je nemogoče enakomerno zmešati v zemljo. 
Velik vpliv na odstopanje imata tudi nestabilnost suspenzije in netočni podatki proizvajalcev 
izhodnih suspenzij Ag. Meritve so pokazale, da je koncentracija Ag med poskusom v vseh 
tretmajih konstantna (Priloga A). Kontrolni tretma srebru ni bil izpostavljen. Nizke vrednosti 
kontrolnih vzrocev zemelj Lufa 2.2, Dorset in Woburn se s tem ujemajo, izstopa pa meritev 
kontrolnega vzorca zemlje North Wales, ki znaša 3,08 mg Ag/kg. Meritve tretmaja AgNO3 
in obeh tretmajev Ag ND se v zemljah Lufa 2.2, Dorset in Woburn ujemajo s pričakovanimi 
koncentracijami. V zemlji North Wales pa smo pri tretmajih AgNO3 in Ag ND 50 nm 
izmerili neznatno povišanje. V zemlji Lufa 2.2 se koncentracije Ag dobro skladajo z 
nominalnimi vrednostmi (10 mg Ag/kg),  razen pri tretmaja Ag2S, ki višje vrednosti dosega 
tudi pri  ostalih zemljah. 
Preglednica 6: Povprečne izmerjene koncentracije Ag s pripadajočimi standardnimi napakami, izmerjenimi v 
testnih zemljah pred začetkom poskusa. Koncentracije so podane v mg Ag/kg suhe zemlje. Izmerjene vrednosti 
na splošno ne odstopajo preveč od nominalne koncentracije (10 mg Ag/kg). Oznake podatkov v tabeli: Povp. 
– povprečje meritev koncentracij Ag v tretmaju testne zemlje, SE – standardna napaka. 
  Kontrola AgNO3 Ag ND 50 nm Ag ND 3-8 nm Ag2S 
Lufa 2.2 
Povp. 0,54 9,49 8,97 8,75 21,46 
SE 0,16 0,14 0,33 0,23 0,73 
North 
Wales 
Povp. 3,08 16,25 15,12 10,43 25,65 
SE 0,6 0,22 0,29 0,24 1,28 
Dorset 
Povp. 0,19 13,58 11,73 11,1 14,51 
SE 0,08 0,48 0,36 0,75 0,77 
Woburn 
Povp. 0,31 12,78 / 9,37 19,41 
SE 0,07 0,13 / 0,31 0,21 
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4. 2 DELEŽ PROSTIH IONOV V SUSPENZIJI 
 
Koncentracijo prostih ionov (z izhodno koncentracijo 1 g Ag/l) smo določili s tehniko AAS 
in ultracentrifugiranjem. Celokupne koncentracije Ag+ in delež Ag+ v supernatantu 
suspenzij Ag2S in obeh Ag ND glede na izhodno koncentracijo Ag so navedene v 
preglednici 7. 
Preglednica 7: Delež prostih ionov v supernatantu suspenzij Ag2S in obeh Ag ND. Izhodna koncentracija 
suspenzij je bila 1 g Ag/l. Oznake podatkov v tabeli: c(Ag+) – koncentracija Ag+ podana v mg Ag/l, Ag+ % – 
delež Ag+ glede na izhodno koncentracijo. 
Suspenzija c(Ag+) [mg Ag/l] Ag+ %  
Ag ND 3–8 nm 0,083 0,0083 
Ag ND 50 nm 0,666 0,0666 
Ag2S 1,1955 0,11955 
 
 
4. 3 REZULTATI POSKUSOV PRIVZEMANJA IN ELIMINACIJE SREBRA 
 
4. 3. 1 Biokinetika privzemanja in eliminacije srebra v organizmih 
 
 Od 1. do 21. dne so bili enakonožci izpostavljeni petim različnim tretmajem na štirih testnih 
zemljah. Pri tretmajih z AgNO3 in Ag ND trend nakazuje, da se s časom izpostavljenosti 
viša tudi privzeta koncentracija srebra. Pri tretmaju z Ag2S je trend privzemanja viden samo 
na zemlji Dorset, ki pa od drugih zemelj odstopa zaradi nizkega pH. Med eliminacijo, ki je 
potekala od 22. do 42. dne, na splošno nismo zaznali trenda izločanja Ag. Izjema je bil tretma 
z Ag ND 50 nm, pri katerem smo opazili nizko eliminacijo na zemljah Lufa 2.2 in North 
Wales. Zaradi napake pri merjenju rezultatov eliminacije pri tretmaju z AgNO3 na zemlji 
Dorset na grafih nismo prikazali (slika 7). 
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Slika 7: Privzem in eliminacija Ag v poskusnem organizmu P. scaber pri petih različnih tretmajih na štirih 
vzorčnih zemljah. Oznake podatkov na sliki: ⸰ – koncentracija Ag v eni živali, ⸻ – povprečna koncentracija 
Ag v vseh živalih, vzorčenih v enem dnevu.  
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Ag ND 50 nm 
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4. 3. 2 Rezultati zadnjega dne privzemanja (21. dan) na testnih zemljah 
 
Na zadnji dan privzemanja (21. dan) smo primerjali razlike v koncentraciji Ag med kontrolo 
in preostalimi tretmaji ter razlike v koncentraciji Ag med tretmajem z AgNO3 in obema Ag 
ND na posamezni testni zemlji (Priloga B). 
V primeru zemlje Lufa 2.2 smo ugotovili statistično značilno višje privzemanje Ag v skupini 
AgNO3 v primerjavi s kontrolo (Kruskal–Wallis, p<0,05). V skupini Ag2S so bile vsebnosti 
Ag statistično značilno nižje od kontrolnih vrednosti Ag (Kruskal–Wallis, p<0,05). Pri obeh 
Ag ND pa ni bilo statistično značilnih razlik, kljub temu da smo opazili trend povišanja 
vrednosti Ag glede na kontrolo (Kruskal–Wallis, p<0,05) (slika 8). 
V primeru zemlje North Wales smo v skupini AgNO3 in pri obeh Ag ND ugotovili statistično 
značilno višje privzemanje Ag v primerjavi s kontrolo (Kruskal–Wallis, p<0,05). Tretma z 
Ag2S se ni razlikoval od kontrole (Kruskal–Wallis, p<0,05) (slika 8). 
Vsebnost Ag je bila v primeru zemlje Dorset pri vseh tretmajih statistično značilno višja v 
primerjavi s kontrolnimi vrednostmi (Kruskal–Wallis, p<0,05) (slika 8). 
V primeru zemlje Woburn smo statistično značilno višje privzemanje izmerili pri tretmajih 
z AgNO3 in Ag ND 3–8 nm (Kruskal–Wallis, p<0,05), pri tretmaju z Ag2S pa razlik ni bilo 
(Kruskal–Wallis, p<0,05). Tretmaja z Ag ND 50 nm zaradi pomanjkanja zemlje nismo 
pripravili (slika 8). 
Pri zemlji Lufa 2.2. nismo ugotovili statistično značilnih razlik v koncentraciji Ag med 
tretmajem z AgNO3 in obema Ag ND (slika 8). Pri vseh ostalih zemljah smo izmerili 
statistično značilne razlike med AgNO3 in Ag ND 3–8 nm. Pri zemljah North Wales in 
Woburn na 21. dan privzemanja koncentracije Ag pri tretmaju z Ag ND 3–8 nm dosegajo 
nižje koncentracije kot pri tretmajo z AgNO3, pri zemlji Dorset pa je ravno obratno. Pri Ag 
ND 50 nm smo ugotovili statistično značilno višje privzemanje v primerjavi z Ag ND 3–8 
nm samo na zemlji North Wales.  
24 
Lobe K. Vpliv različnih tipov zemlje na asimilacijo srebra v kopenske rake.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2020  
 
 
Slika 8: Koncentracija asimiliranega Ag v telesu P. scaber na 21. dan izpostavitve različnim tretmajem štirih 
testnih zemelj. Oznake podatkov na sliki: ⸻ – povprečje, ◆ – mediana, male tiskane črke – značilna razlika 
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Rezultate asimilacije po 3 tednih smo prikazali tudi združeno glede na zvrst Ag (slika 9) in 
jih med seboj primerjali (Priloga B). 
Zanimivo je, da se kontrolne skupine med posameznimi zemljami statistično razlikujejo 
(Kruskal–Wallis, p<0,05) (slika 9). 
Količina privzetega Ag iz Ag2S je statistično značilno višja v bolj kislih zemljah Dorset in 
North Wales v primerjavi z zemljama Lufa 2.2. in Woburn. Med zemljama North Wales in 
Woburn je p-vrednost statistično mejno značilno višja v prid zemlje North Wales (p = 0,053) 
(Kruskal–Wallis, p<0,05) (slika 9). 
Pri tretmaju z AgNO3 smo najvišjo privzeto količino Ag izmerili na zemlji North Wales. Ta 
količina je statistično značilno višja v primerjavi z zemljama Dorset in Woburn (Kruskal–
Wallis, p<0,05). Od zemlje Dorset, na kateri smo ugotovili najnižje koncentracije privzetega 
Ag, smo statistično značilno višje privzemanje izmerili tudi na zemlji Lufa 2.2 (Kruskal–
Wallis, p<0,05) (slika 9). 
Pri tretmaju z Ag ND 3–8 nm smo največjo količino Ag izmerili na najbolj kisli zemlji 
Dorset. Ta je statistično značilno višja od količine, izmerjena na zemljag North Wales in 
Woburn, ne pa tudi na zemlji Lufa 2.2 (Kruskal–Wallis, p<0,05). Najnižje privzete 
koncentracije Ag smo ugotovili pri zemlji Woburn, ki so statistično značilno nižje od količin 
na zemlji Dorset in na zemlji Lufa 2.2 (Kruskal–Wallis, p<0,05) (slika 9). 
Pri tretmaju z Ag ND 50 nm smo ugotovili statistično značilno razliko med najvišjo 
izmerjeno koncentracijo Ag v zemlji North Wales in najnižjo izmerjeno koncentracijo Ag v 
zemlji Lufa 2.2 (Kruskal–Wallis, p<0,05) (slika 9). 
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Slika 9: Koncentracija asimiliranega Ag v telesu P. scaber na 21. dan izpostavitve na štirih testnih zemljah pri 
različnih tretmajih. Oznake podatkov na sliki: ⸻ – povprečje, ◆ – mediana, male tiskane črke – značilna 
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4. 4 SMRTNOST POSKUSNIH ORGANIZMOV 
 
Med poskusom smo spremljali smrtnost enakonožcev pri kontrolnih tretmajih na vseh testnih 
zemljah. Večje število smrti smo zabeležili v drugem delu poskusa – eliminaciji (od 22. do 
42. vzorčnega dne). Smrtnost je bila najnižja na zemlji North Wales (7,5 %), na zemljah 
Dorset in Woburn pa je bila 12,5 %. Najvišja smrtnost je znašala 17,5 % na zemlji Lufa 2.2 
(preglednica 8). 
Preglednica 8: Smrtnost poskusnih organizmov P. scaber pri kontrolnih tretmajih na vseh testnih zemljah v 
prvem (privzemanje, 0–21. dan) in drugem (eliminacija, 22. –42. dan) delu poskusa. Oznake podatkov v tabeli: 
Ʃ – vsota smrti poskusnih organizmov na posamezni testni zemlji, N – število izpostavljenih živali na 
posamezni testni zemlji, % – delež umrlih živali na posamezni testni zemlji. 
 Število mrtvih živali 
Vzorčni dan Lufa 2.2 North Wales Dorset Woburn 
0 0 0 0 0 
1 0 0 1 0 
3 0 0 0 0 
7 0 1 0 1 
14 0 0 0 0 
21 0 0 0 0 
22 0 1 0 0 
28 1 0 1 1 
35 5 0 2 0 
42  1 1 1 3 
Ʃ smrti 7 3 5 5 
N 40 40 40 40 
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V magistrski nalogi smo proučevali, ali je privzemanje srebra v kopenske rake enakonožce 
odvisno od tipa zemlje, v kateri se nahajajo. Prav tako smo želeli raziskati, kako na 
privzemanje Ag v enakonožce vplivajo različne zvrsti srebra: dva tipa srebrovih nanodelcev, 
sulfidirani srebrovi nanodelci in srebrova sol. Rezultati, ki smo jih pridobili med pripravo 
magistrske naloge dokazujejo, da se privzemanje Ag razlikuje glede na zvrst Ag in tip 
zemlje. 
5. 1 PRIVZEMANJE IN ELIMINACIJA SREBRA V ORGANIZMIH 
 
Enakonožci so Ag izpostavljeni oralno ob zaužitju delcev zemlje (Vijever in sod., 2006). 
P. scaber lahko akumulira velike količine kovin v hepatopankreasu in pri koncentracijah, 
uporabljenih v tem poskusu, njihova zmogljivost shranjevanja Ag ni bila presežena. 
Uporabljene koncentracije so smatrane kot nizke (Pipan-Tkalec in sod., 2011) in podobne 
tistim, ki jih najdemo v okolju (Kampe in sod., 2018).  
Privzem Ag v kopenskih rakih enakonožcih na zemlji s kemikalijami je potekal od 1. do 21. 
dne vzorčenja pri uporabi Ag v ionski obliki in obeh Ag ND (slika 7). Splošni trend nakazuje 
povečevanje povprečnih vrednosti koncentracije Ag v enakonožcih sorazmerno s časom. Pri 
vseh zemljah smo najvišje koncentracije Ag izmerili ob koncu privzemanja, vendar ne nujno 
na 21. vzorčni dan (slika 7). Take rezultate lahko pripišemo variabilnosti v privzemanju Ag. 
Za v zemlji živeče nevretenčarje je namreč značilna velika variabilnost v privzemanju kovin, 
saj so koncentracije kovin neenakomerno porazdeljene v zemlji (delcih in vodi med delci 
prsti), zato meritve ne odsevajo natančnega deleža biološko dostopnih kovin (Ardestani in 
sod., 2014). K razpršenosti podatkov prispeva tudi edinstvenost vsakega posameznega 
organizma. Asimilacijska učinkovitost je odvisna od velikosti telesa živali (Hornung in sod., 
1998), hkrati pa lahko organizmi na izpostavljenost kemikalijam vplivajo tudi z lastnim 
vedenjem (Zidar in sod. 2005).  
Pri kontrolnem tretmaju in tretmaju z Ag2S je bil privzem Ag zanemarljiv in povprečne 
vrednosti koncentracij Ag niso bistveno odstopale v drugem delu poskusa (eliminaciji) 
(slika 7). Pri ostalih tretmajih eliminacija Ag po prenosu živali iz zemlje, kontaminirane z 
Ag, na zemljo brez kemikalij na splošno ni potekla, saj je večina Ag ostala v telesu 
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organizmov. Izjema so bili 50 nm Ag ND, pri katerih je bila zaznana manjša eliminacija Ag 
(slika 7). 
5. 1. 1 Biokinetika srebra v odvisnosti od zvrsti srebra 
 
Navkljub veliki variabilnosti rezultatov smo opazili ponavljanje nekaterih vzorcev, ki so 
nastali zaradi vpliva zvrsti srebra na privzemanje. Kot so pokazale nekatere objavljene 
študije, P. scaber v največji meri privzema srebro v ionski obliki (Pipan-Tkalec in sod., 
2011; Novak in sod., 2013). Pri obeh oblikah Ag ND (50 nm in 3–8 nm) je privzemanje torej 
posledica srebrovih ionov, ki se raztapljajo iz Ag ND in kopičijo v celicah hepatopankreasa. 
Takšno interpretacijo podpirajo tudi naši rezultati, saj je privzemanje Ag iz AgNO3 in obeh 
oblikah ND statistično značilno višje od kontrole na vseh testnih zemljah, razen na zemlji 
Lufa 2.2, kjer se obe obliki Ag ND nista pokazali statistično značilno višjega privzemanja v 
primerjavi s kontrolo (slika 8). 
V primeru sulfidiranega srebra smo opazili, da privzemanje Ag ne poteka in da ni statistično 
značilno višje od kontrole razen pri zemljah Lufa 2.2. in Dorset, kjer smo opazili rahel 
privzem Ag. Ti dve zemlji od ostalih odstopata po svojih fizikalno-kemijskih lastnostih. 
Kljub statistično značilni razliki v primerjavi s kontrolo na 21. dan, pa Ag2S tudi v teh dveh 
zemljah ni dosegel tako visokih koncentracij Ag v telesu organizmov kot AgNO3 in oba Ag 
ND (slika 8). Ob uporabi večjega vzorca testnih osebkov bi bila količina asimiliranega Ag 
iz Ag2S verjetno prenizka, da bi jo lahko razločili od relativno velike količine asimiliranega 
Ag v kontrolnih rakih enakonožcih. Razliko v privzemanju Ag, med AgNO3 in Ag ND v 
primerjavi s sulfidiranimi Ag ND smo pričakovali, saj se sulfidirano srebro slabše raztaplja, 
zato je v zemlji prisotnih manj srebrovih ionov (Tourinho in sod., 2012; Pipan-Tkalec in 
sod., 2011). Kampe in sod. (2018) so ugotovili, da je srebro iz Ag2S v odpadnem blatu 
čistilnih naprav delno biološko dostopno za P. scaber, vendar so uporabili amorfni oz. slabo 
kristalizirani Ag2S, iz katerega bi se lahko raztopila določena količina ionov. 
Statistično značilne razlike v koncentracijah privzetega Ag na 21. dan smo opazili tudi med 
meritvami v kontrolnih organizmih (slika 8). Takšnim rezultatom so botrovale testne živali, 
ki so bile nabrane med različnimi prostoživečimi populacijami enakonožcev, ki so 
predhodno asimilirali Ag v odvisnosti od dostopnosti tega elementa v naravi. Po primerjavi 
30 
Lobe K. Vpliv različnih tipov zemlje na asimilacijo srebra v kopenske rake.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2020  
 
naših kontrol s kontrolami devetih drugih eksperimentov (N = 328) smo ugotovili, da so 
vrednosti Ag v naših kontrolah v pričakovanem velikostnem razredu (Talaber in sod., 
neobjavljeno). Koncentracije kovin v enakonožcih lahko tudi v naravnem okolju dosegajo 
visoke vrednosti in ne ogrožajo preživetja populacije (van Gestel in sod., 2018).  
5. 1. 2 Biokinetika srebra v odvisnosti od fizikalno-kemijskih lastnosti zemlje 
 
V najbolj kisli zemlji Dorset smo pričakovali največji obseg raztapljanja Ag ND in 
posledično tudi največje privzemanje Ag v primerjavi z drugimi tipi zemelj (Tourinho in 
sod., 2012). Rezultati privzemanja Ag ND 3–8 nm so izpolnili naša pričakovanja in 
statistično značilno najvišje koncentracije na 21. dan dosegli v zemlji Dorset (slika 9). 
Manjši ND (3–8 nm) se bolje raztapljajo, saj imajo večje razmerje med volumnom in 
površino v primerjavi z večjimi ND (50 nm), pri katerih statistično značilne višje razlike v 
privzemu v primerjavi z drugimi zemljami nismo dokazali. 
V primeru ionskega srebra in Ag ND 50 nm se rezultati niso ujemali z našimi pričakovanji. 
Opazili smo namreč statistično značilno višje privzemanje srebra iz AgNO3 na zemlji North 
Wales v primerjavi z zemljo Dorset. Pri privzemu srebra iz Ag ND 50 nm na zemlji Dorset 
v primerjavi z zemljo North Wales nismo izmerili statistično značilne razlike, čeprav je 
povprečje izmerjenih koncentracij na 21. dan privzemanja doseglo najvišje vrednosti prav 
na zemlji North Wales. Privzemalje na zemlji North Wales pa je bilo statistično značilno 
višje od privzema Ag na zemlji Lufa 2.2. Zemlja North Wales ima drugi najnižji pH in 
največji delež organskih snovi med uporabljenimi zemljami. Razlog za takšen rezultat bi 
lahko bil pojav sorpcije srebrovih ionov s huminskimi snovmi. Tvorba kompleksov Ag+ z 
organsko snovjo v zemlji lahko poveča biološko dostopnost Ag za organizme, ki se 
prehranjujejo tudi z zemljo. Enakonožci Ag privzemajo večinoma oralno ob zaužitju delcev 
zemlje (Vijver in sod., 2006). Med prebavo organskih snovi v črevesju vladajo specifične 
razmere. Prisotnost molekul surfaktantov in mikroorganizmov ter nizek pH lahko povečata 
sproščanje Ag+ v prebavni sok (Diez-Ortiz in sod., 2015; Zimmer in Topp, 1997). Kovine, 
ki so bile pred tem nedostopne za privzemanje, tako postanejo dostopne in se lahko 
akumulirajo v telesu enakonožcev. To pomeni, da P. scaber verjetno lahko privzema kovine 
iz različnih frakcij zemlje, ne samo tiste, ki je topna v vodi (Udovič in sod., 2009). 
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Na zemljah Woburn in Lufa 2.2, ki imata najvišji pH med uporabljenimi zemljami, smo 
opazili nižji privzem Ag v primerjavi z zemljami Dorset in North Wales. Naši rezultati so 
pokazali statistično značilno višje privzemanje Ag ND 3–8 nm na zemlji Lufa 2.2 v 
primerjavi z zemljo Woburn. Pričakovali smo, da bo privzem na zemlji Lufa 2.2 nižji kot na 
zemlji Woburn, saj ima Lufa 2.2 največji delež gline med vsemi zemljami. Ag ND pogosto 
interagirajo z glino (Cornelis in sod., 2012), kar povzroča manjšo mobilnost ND in s tem 
manjšo biološko dostopnost srebra. Verjetno je pH zemlje, ki je v zemlji Lufa 2.2 nižji kot 
v zemlji Woburn, čeprav nižji samo za vrednost 0,9, prevladal nad vplivom agregacije ND 
zaradi interakcije z glino (Cornelis in sod., 2012). 
Pri enakonožcih, ki so bili izpostavljeni Ag ND 50 nm, se je na zemljah Lufa 2.2 in North 
Wales Ag izločil iz organizmov. Zanimivo je, da pri drugih zvrsteh eliminacije Ag iz 
organizmov nismo opazili. Predvidevamo, da je eliminacija kovin odvisna predvsem od 
fiziologije organizma in da lastnosti zemlje ter zvrst Ag nanjo ne vplivata (Talaber in sod., 
neobjavljeno). Eliminacija v enakonožcih, ki smo jo opazili le v dveh primerih, verjetno ne 
odseva eliminacije Ag iz organa za shranjevanje kovin (hepatopankreasa), ampak 
eliminacijo materiala, ki se absorbira ali pritrdi na površino telesa, na kar bi lahko vplivale 
lastnosti zemlje in uporabljenih ND (Talaber in sod., neobjavljeno). 
Da bi popolnoma osvetlili vpliv lastnosti zemlje na biološko dostopnost srebra, bi morali 
teste opraviti v večjem obsegu in z več različnimi tipi zemlje. Uporabiti bi morali vzorce 
zemelj, ki imajo različne specifične lastnosti, in rezultate podpreti z interpretacijo, ki temelji 
na mobilnosti Ag+ in Ag ND v zemlji, in sicer ob predpostavki, da se Ag bolje raztaplja v 
zemljah z nižjim pH in da je manj mobilno v zemljah, ki vsebujejo večji delež gline in 
organske snovi (Tourinho in sod., 2012). 
5. 2 IZBOLJŠAVE POSKUSA 
 
Predlagamo dve izboljšavi metodologije za izvedbo poskusov. Med razklopom vzorcev v 
mikrovalovnem sistemu smo se soočili s problemom padca volumna vzorca pod 1 ml. Med 
razklopom namreč neznan del volumna zlatotopke v vzorcu izpari, zato je nemogoče 
ugotoviti, za koliko se je spremenila koncentracija raztopine po razklopu. To je pomenilo, 
da nismo mogli določiti dejanske bioakumulirane mase Ag v telesu organizma, saj smo pri 
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preračunavanju zanemarili spremembo koncentracije. Taurinho in sodelavci (2015) so po 
končanem razklopu odparili celoten volumen zlatotopke v vzorcu in nato vzorcu ponovno 
dodali 1 ml zlatotopke, s čimer so zagotovili točnost izračunov. 
Predlagamo tudi drugačno statistično obdelavo podatkov, saj bi z uporabo 
bioakumulacijskih kinetičnih modelov na bolj celovit način opisali vplive na bioakumulacijo 
kovin v organizmih, ki živijo v zemlji (Ardestani in van Gestel, 2013; Ardestani in sod., 
2014). V interpretacijo rezultatov bi lahko poleg 21. dneva privzemanja, na katerega vzorec 
v najboljšem primeru šteje 5 organizmov, zajeli tudi preostale meritve (0., 1., 7. in 14. dan). 
Tak način obdelave podatkov bi bolje predstavil dinamiko privzemanja in eliminacije 
(Peijnenburg in sod.,1999). Dobljene podatke bi lahko naknadno ekstrapolirali na razmere, 
ki so prisotne v okolju (Veltman in sod., 2007), in jih uporabili za razlago vzorcev 
akumulacije v prehranjevalnih verigah (Ardestani in sod., 2014). Hkrati je potrebno 
poudariti, da so bile živali v našem poskusu kemikalijam sicer izpostavljene na zemlji iz 
okolja, vendar pod kontroliranimi pogoji v laboratoriju, ki zanemarjajo vpliv pogojev v 
naravnem okolju in ne upoštevajo interakcij med različnimi vrstami, naravnimi stresorji in 
distribucijo ter razgradnjo kemikalij (Van Straalen in sod., 2005).  
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1. Privzemanje Ag v kopenskih enakonožcih je bilo po pričakovanjih odvisno od zvrsti 
Ag. Naši rezultati podpirajo ugotovitve drugih raziskav, ki pravijo, da je 
bioakumulacija Ag v organizmih, izpostavljenih Ag ND, posledica privzema 
raztopljenih Ag ionov. Privzemanje Ag smo pri tretmajih z AgNO3 in obema 
oblikama Ag ND (3–8 in 50 nm) dokazali na vseh zemljah razen na zemlji Lufa 2.2, 
kjer za obe obliki Ag ND privzemanja nismo dokazali. 
2. Potrdili smo vpliv fizikalno-kemijskih lastnosti zemlje na privzemanje Ag v rakih 
enakonožcih, saj smo v zemljah z nižjim pH in več organske snovi zabeležili višje 
privzemanje Ag v primerjavi z ostalimi zemljami. 
3. Splošni trend nakazuje povečevanje koncentracije Ag v telesu enakonožcev 
sorazmerno s časom izpostavitve na testnih zemljah kontaminiranih z AgNO3 in 
obema oblikama Ag ND, kar pomeni, da smo hipotezo (H3) potrdili. 
4. Potrdili smo, da je bil privzem Ag v živalih, ki so bile izpostavljene zemlji brez 
kemikalij in zemlji, tretirani z Ag2S, zanemarljiv v primerjavi s tretmaji z AgNO3 in 
obema oblikama Ag ND. Izmerjene koncentracije Ag se med celotnim poskusom 
namreč niso bistveno spreminjale. 
5. Eliminacija Ag po prenosu živali z zemlje, kontaminirane z Ag, na zemljo brez 
kemikalij na splošno ni potekla, saj je večina Ag ostala v telesu organizmov. To 
nakazuje na bioakumulacijo Ag v telesu organizmov.  Izjema so bili Ag ND 50 nm, 
pri katerih smo zaznali manjšo eliminacijo Ag, verjetno na račun materiala, ki se je 
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Srebrovi nanodelci (Ag ND) se najpogosteje od vseh nanodelcev uporabljajo za izdelavo 
potrošniških produktov, s katerimi nato zaidejo v vodno okolje. Glavni ponor za Ag ND je 
odpadno blato čistilnih naprav, s katerim se Ag ND lahko prenesejo v kopenske ekosisteme, 
predvsem z blatom gnojeno kmetijsko zemljo. 
Dosedanje študije privzema in akumulacije Ag ND so bile opravljene predvsem na 
referenčni zemlji Lufa 2.2. Podatkov o tem, kako na biološko usodo teh materialov vplivajo 
različni tipi zemlje iz okolja, pa je malo. V zemlji živeči kopenski raki enakonožci vrste 
navadni prašiček P. scaber imajo pomembno vlogo v kopenskem ekosistemu. Preučevanje 
akumulacije Ag ND v teh organizmih je ključno za razumevanje potencialne dostopnosti Ag 
za višje trofične nivoje. V tem poskusu smo analizirali biokinetiko srebra, ki se v organizmu 
P. scaber akumulira iz različnih zvrsti srebra (srebrovih ionov, Ag ND in Ag2S) v odvisnosti 
od fizikalnih in kemijskih lastnosti štirih testnih zemelj. Za analizo koncentracij srebra v 
telesu živali smo uporabili plamenski atomski absorpcijski spektrometer (AAS). 
Privzemanje Ag v kopenskih enakonožcih je bilo po pričakovanjih odvisno od zvrsti Ag in 
je potekalo pri tretmajih zemlje z AgNO3 in obema oblikama Ag ND (3–8 in 50 nm) na vseh 
zemljah, razen na zemlji Lufa 2.2, kjer za obe obliki Ag ND privzema nismo dokazali. Naši 
rezultati podpirajo ugotovitve drugih raziskav, ki pravijo, da je bioakumulacija Ag v 
organizmih, izpostavljenih Ag ND, posledica privzema raztopljenih Ag ionov. Minimalno 
bioakumulacijo smo opazili v primeru Ag2S, kjer je srebro očitno manj biološko dostopno 
kot v Ag ND. Tak rezultat je iz okoljevarstvenega vidika pozitiven, saj se med staranjem 
večina Ag ND v zemlji preobrazi v sulfidirane Ag ND, kar pomeni, da  Ag postane manj 
biološko dostopno. 
Potrdili smo tudi vpliv fizikalno-kemijskih lastnosti zemlje na privzemanje Ag v rakih 
enakonožcih. Naši rezultati kažejo, da sta najpomembnejša dejavnika bioakumulacije pH in 
delež organske snovi, čeprav vpliv ostalih lastnosti ni zanemarljiv. Da bi popolnoma osvetlili 
vlogo lastnosti zemlje na biološko dostopnost srebra, bi morali teste opraviti v večjem 
obsegu in z več različnimi tipi zemlje.  
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Preglednica 9: Povprečne izmerjene koncentracije Ag v testnih zemljah v vsakem vzorčnem dnevu s 
pripadajočo standardno napako. Koncentracije so podane v μg/g suhe zemlje. V tretmajih kontrole smo izmerili 
zanemarljive vrednosti Ag, najvišjo vrednost smo izmerili 0. vzorčni dan v zemlji North Wales. Tretma Ag2S 
odstopa od nominalnih koncentracij pri vseh zemljah razen Dorset. Tretma Ag ND se ujema s pričakovano 
koncentracijo z izjemo zemlje North Wales, kjer so vrednosti Ag nekoliko višje. Prav tako pri zemlji North 
Wales prihaja do odstopanja tretmaja AgNO3, medtem ko se pri drugih zemljah koncentracije ujemajo z 
nominalnimi. 






Kontrola 0,54 0,16 / / 0,49 0,09 / / 0,44 0,15 
AgNO3 9,49 0,14 / / 10,00 0,20 10,00 0,21 8,83 0,21 
AgND 50 nm 8,97 0,33 / / 9,77 0,47 10,14 0,03 10,65 0,65 
AgND 3-8 nm 8,75 0,23 / / 9,58 0,45 9,24 0,03 9,29 0,31 







 Kontrola 3,08 0,60 / / 1,47 0,18 0,83 0,07 1,61 0,25 
AgNO3 16,25 0,22 / / 14,56 2,80 14,97 0,26 / / 
AgND 50 nm 15,12 0,29 / / 13,87 0,31 15,64 0,27 15,23 0,45 
AgND 3-8 nm 10,43 0,24 / / 8,80 0,14 15,57 0,41 15,59 0,55 





Kontrola 0,19 0,08 / / 0,20 0,10 0,20 0,02 0,17 0,02 
AgNO3 13,58 0,48 / / 11,54 0,16 11,89 0,22 / / 
AgND 50 nm 11,73 0,36 / / 11,43 0,23 12,93 0,30 12,80 0,67 
AgND 3-8 nm 11,10 0,75 / / 10,22 0,22 10,55 0,54 11,10 0,77 





Kontrola 0,31 0,07 0,24 0,03 0,23 0,02 0,17 0,02 0,18 0,01 
AgNO3 12,78 0,13 12,46 1,19 14,80 1,00 12,95 0,12 11,29 0,62 
AgND 50 nm / / / / / / / / / / 
AgND 3-8 nm 9,37 0,31 9,40 0,68 9,80 0,36 9,32 0,51 9,18 0,31 
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Preglednica 10: V preglednici so prikazane izračunane p-vrednosti s Kruskal-Wallis testom. Med seboj smo v 
parih primerjali posamezne tretmaje v 21. vzorčnem dnevu znotraj ene testne zemlje. Kjer smo dokazali 
statistično značilno razliko (p<0,05, Kruskal-Wallis), smo p-vrednosti zapisali krepko. 
LUFA 2.2 p-vrednost     p-vrednost 
Kontrola AgNO3 0,021 Ag2S AgNO3 0,009 
Kontrola Ag ND 50 nm 0,386 Ag2S Ag ND 50 nm 0,02 
Kontrola Ag ND 3-8 nm 0,064 Ag2S Ag ND 3-8 nm 0,03 
Kontrola Ag2S 0,021 AgNO3 Ag ND 50 nm 0,117 
Ag ND 50 nm Ag ND 3-8 nm 0,297 AgNO3 Ag ND 3-8 nm 0,456 
NORTH WALES         
Kontrola AgNO3 0,014 Ag2S AgNO3 0,01 
Kontrola Ag ND 50 nm 0,009 Ag2S Ag ND 50 nm 0,009 
Kontrola Ag ND 3-8 nm 0,009 Ag2S Ag ND 3-8 nm 0,047 
Kontrola Ag2S 0,675 AgNO3 Ag ND 50 nm 0,807 
Ag ND 50 nm Ag ND 3-8 nm 0,009 AgNO3 Ag ND 3-8 nm 0,014 
DORSET           
Kontrola AgNO3 0,014 Ag2S AgNO3 0,772 
Kontrola Ag ND 50 nm 0,025 Ag2S Ag ND 50 nm 0,48 
Kontrola Ag ND 3-8 nm 0,014 Ag2S Ag ND 3-8 nm 0,021 
Kontrola Ag2S 0,014 AgNO3 Ag ND 50 nm 0,48 
Ag ND 50 nm Ag ND 3-8 nm 0,48 AgNO3 Ag ND 3-8 nm 0,021 
WOBURN           
Kontrola AgNO3 0,021 AgNO3 Ag ND 3-8 nm 0,021 
Kontrola Ag ND 3-8 nm 0,021 Ag2S AgNO3 0,021 
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Preglednica 11: V preglednici so prikazane izračunane p-vrednosti s Kruskal-Wallis testom. Med seboj smo  v 
parih primerjali posamezne tretmaje v 21. vzorčnem dnevu med testnimi zemljami. Kjer smo dokazali 
statistično značilno razliko (p<0,05, Kruskal-Wallis), smo p-vrednosti zapisali krepko. 
Kontrola  p-vrednost Ag ND 50 nm  p-vrednost 
Lufa 2.2 North Wales 0,465 Lufa 2.2 North Wales 0,028 
Lufa 2.2 Dorset 0,028 Lufa 2.2 Dorset 0,655 
Lufa 2.2 Woburn 0,009 North Wales Dorset 0,101 
North Wales Dorset 0,028    
North Wales Woburn 0,009    
Dorset Woburn 0,016    
AgNO3   Ag ND 3-8 nm   
Lufa 2.2 North Wales 0,050 Lufa 2.2 North Wales 0,101 
Lufa 2.2 Dorset 0,014 Lufa 2.2 Dorset 0,077 
Lufa 2.2 Woburn 0,076 Lufa 2.2 Woburn 0,034 
North Wales Dorset 0,021 North Wales Dorset 0,014 
North Wales Woburn 0,027 North Wales Woburn 0,050 
Dorset Woburn 0,624 Dorset Woburn 0,021 
Ag2S      
Lufa 2.2 North Wales 0,009 
Lufa 2.2 Dorset 0,014 
Lufa 2.2 Woburn 0,180 
North Wales Dorset 0,462 
North Wales Woburn 0,053 
Dorset Woburn 0,034    
 
